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Nouveaux moyens pour la prevention des leishmaniases 



L'invention a pour objet de nouveaux moyens pour la prevention des leishmaniases 
chez I'animal et chez l'homme. 

Elle vise en particulier des molecules d'acides nucleiques codant pour des f acteurs de 
virulence ou de pathogenicity chez Leishmania et leur utilisation pour produire de tels 
facteurs afin d'elaborer des compositions vaccinales contre les leishmaniases. 
Les leishmaniases represented l'une des six maladies parasitaires majeures et sont 
considerees, a ce titre, comme prioritaires par 1'Organisation Mondiale de la Sante 
(O.M.S). Les leishmanies existent sous la forme promastigote extracellulaire, a 
I'interieur du tube digestif de 1'insecte vecteur (le phlebotome), et sous la forme 
amastigote intracellulaire, chez l'hdte mammifere. Plusieurs molecules, dont les 
lypophosphoglycanes (LPG) ou une metaUoprotease appelee gp63, semblent jouer uii 
rdle important dans le pouvoir infectieux et la pathogenicite du parasite. Plu|: 
recemment, une famille de glycoproteins appel<§es antigenes de surface dj' 
promastigotes, PSA (pour "Promastigote Surface Antigens"), a suscite un interg| 
nouveau. Ces PSA sont caracterisees par la presence de motifs repetes riches er? 
leucine pouvant intervenir dans les interactions de type proteine/proteine et 
conferent une immunite protectrice a mediation cellulaire de type Th 1 chez la souris. 
Chez des organismes, tels que les bacteries ou les plantes, il est apparu que les PSA 
etaient impliquees dans des fonctions comme Tadhesion ceUulaire, la resistance aux 
pathogenes et la transduction de signaux. 

Cependant, aucun rdle biologique n'a ete decrit, ni suggere, chez Leishmania. 
Ce rdle a pu etre etudie par les inventeurs grace a la technique qu'ils detiennent pour 
cultiver des promastigotes et des amastigotes de Leishmania dans des conditions 
aseriques et axeniques , avec un milieu totalement defini , c-a-d dont les constituants 
sont tous identifies, et qui fait l'objet du brevet FR 93 05 779 du 13 mai 1993 au nom 
de 1'IRD (ex. ORSTOM). La maitrise de ce procede leur permet de disposer de 
formes parasitaires depourvues des contaminants apportes jusqu'alors par les 
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milieux de culture, et de determinants antig6niques sous une forme hautement 
purifiee. 

Dans ledit brevet FR de la Demanderesse, on a dej& decrit l'isolement et 
Identification d'une PSA excretee/secretee (antigene d'excretion/ secretion ou AES 
5 en abreg6) de 38 kDa et de 45 kDa dans le surnageant de culture de L. amazoniensis. 
Les inventeurs ont a present isole et clone TADNc codant pour cette proline et 
procede k revaluation de son r61e dans la biologie du parasite en mettant au point 
une strategie de transg6n6se additionnelle. Ces travaux ont permis de mettre en 
Evidence l'implication de cette PSA en tant que facteur de virulence et/ou de 
10 pathogenicity et d'elaborer des constructions permettant de surexprimer le gfene de 
Leishmania codant pour cette PSA, ce qui permet de developper des moyens pour 
Tobtention de compositions vaccinales contre les leishmaniases. 

L'invention a done pour but de fournir des sequences d'acides nucleiques capables 
de coder pour des PSA de formes promastigotes et de formes amastigotes de 
15 Leishmania, constituant des facteurs de virulence et/ou de pathogenicity. 

Elle vise tout particulierement a fournir des vecteurs de surexpression de ces PSA, 
ainsi que des parasites g£netiquement modifies. 

L'invention vise en outre les surnageants des milieux de culture des PSA obtenues, 
ainsi que les PSA isoiees, puriftees, et la mise & profit de leurs propri£tes pour 

20 elaborer des compositions vaccinales contre les leishmaniases. 

Les sequences d'acides nucleiques de Tinvention correspondent k des acides 
nucleiques isoies capables de coder pour une PSA de formes promastigotes ou de 
formes amastigotes de Leishmania, lesdits acides nucleiques r6pondant a Tune des 
sequences SEQ ID N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5 et 

25 codant pour des PSA de sequences, respectivement, SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ 
ID N°8, SEQ ID N°9 et SEQ ID N°10. 

Les sequences d'acides nucleiques de l'invention sont plus sp6cialement des 
sequences de clones d'ADNc appartenant a une famille repondant aux 
caracteristiques illustrees par la figure 2 et comprenant en particulier un site de 
30 restriction Sail et deux sites de restriction HindlU, avec un codon stop situe en aval 
du premier site HmrfUI. 
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L'invention vise en particulier les clones d'ADNc de ladite famille comportant un site 
de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux sites Sail et Hindlll, ou de part et 
d'autre du site Sail. 

L'invention vise egalement les proteines immunogenes isolees, caracterisees en ce 
qu'elles presentent une sequence telle que.codee par les acides nucleiques definis ci- 
dessus. Elle vise en particulier les proteines repondant aux sequences SEQ ID N°6, 
SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9 ou SEQ ID N°10. 

Ces proteines appartiennent a la famille dite des antigenes de surface de 
promastigotes (PSA en abrege) et possedent des regions caracteristiques illustrees 
sur les figures 3A et 3B. Ces proteines peuvent etre modifiees post- 
traductionellement par des N-glycosylations, phosphorylations et l'ancrage d'un GPL 
Elles possedent un peptide signal hydrophobe en position carboxy-terminale. 
Par clonage directionnel des sequences definies ci-dessus dans un vecteur 
d'expression, les inventeurs ont obtenu des constructions permettant de les exprimer 
en position sens. 

L'invention vise done des constructions d'acides nucleiques, caracterisees en cer* 
qu'elles comportent des acides nucleiques isoles en position sens, capables de coder'' 5 
pour une proteine immunogene de formes promastigotes ou de formes amastigotes" 
de Leishmania , ces proteines repondant a Tune des sequences SEQ ID N°6, SEQ ID J 
N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9 et SEQ ID N°10. 

L'invention vise notamment les constructions d'acides nucleiques comportant des 
sequences de clones d'ADNc appartenant a une famille repondant aux 
caracteristiques illustrees par la figure 2 et comprenant en particulier un site de 
restriction Sail et deux sites de restriction HindJH, avec un codon stop situe en aval 
du premier site Hindlll. 

Les clones d'ADNc comportant un site de restriction EcoRV et/ou Pstl entre les deux 
sites Sail et Hindlll, ou de part et d'autre du site Sail sont particulierement preferes. 
Des constructions particulierement avantageuses comportent comme sequences 
d'acides nucleiques, une sequence choisie parmi SEQ ID N°l a SEQ ID N°5, ces 
sequences codant respectivement pour des proteines de sequences SEQ ID N°6, SEQ 
ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9 et SEQ ID N°10. 



Des constructions preferees comportent lesdites sequences d'acides nucleiques dans 
un plasmide a multiplication rapide tel que pTex. 

Elle vise egalement les souches de Leishmania transferees par de telles constructions 
qu'il s'agisse de formes promastigotes, ou de formes amastigotes. 
Des souches transferees preferees, compte tenu des applications vaccinales visees, 
sont des souches de L.infanhim. 

De maniere avantageuse les PSA sont produites en grande quantite, de maniere 
constitutive, dans les parasites. 

L'invention vise egalement un procede de transfection d'un parasite de Leishmania, 
caracterise en ce qu'on introduit dans le parasite de Leishmania un vecteur tel que 
defini plus haut, comportant un marqueur, on selectionne les parasites transfectes 
grace audit marqueur, on les met en culture dans un milieu axenique et aserique 
totalement defini et on recupere le surnageant de culture qui renferme les proteines 
immunogenes presentes dans des concentrations de 1'ordre de 10 a 20 fois 
superieures a celle produite par la souche mere de Leishmanie. 

^introduction du vecteur dans le parasite est par exemple realisee par 
electroporation. 

L'insertion de ces acides nucleiques dans les parasites permet d'augmenter le pouvoir 
infectieux de ces derniers : Ieur capacite a survivre dans le macrophage infecte et a 
s'y multiplier est superieure jusqu'a 5 fois celle du parasite non transfecte par de tels 
acides nucleiques. 

Lesdites PSA sont produites en grande quantite dans le surnageant du milieu de 
culture des parasites. L'invention vise done egalement les surnageants des milieux de 
cultures desdits parasites genetiquement modifies, ainsi que les PSA isolees a partir 
de ces surnageants et purifiees. 

L'invention fournit ainsi des moyens de grand interet pour repondre a la demande 
industrielle de disposer de quantites importantes de proteines constituant des 
facteurs de virulence/ pathogenicite chez les Leishmanies. 

Grace a leur pouvoir immunogene, ces proteines permettent d'obtenir, apres 
immunisation d'animaux selon des techniques classiques, des anticorps polyclonaux 
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et d'elaborer des anticorps monoclonaux. L'immunisation de souris a ainsi permis 
d'obtenir des anticorps anti Ig G2A et celle de chien des anticorps IgG2. 
L'invention vise done egalement de tels anticorps et mise a profit de leurs proprietes 
pour elaborer a une echelle exportable industriellement des compositions vaccinales 
contre les kishmanies chez l'homme ou animal. 

Les applications diagnostiques de ces anticorps font egalement partie de l'invention. 
D'autres caracteristiques et avantages de l'invention seront donnes dans les exemples 
qui suivent dans lesquels il sera fait reference aux figures 1 a 6, qui represented, 
respectivement : 

- la figure 1, Talignement en 3' des sequences nucleotidiques de clones d'ADNc selon 
l'invention ; 

- la figure 2, un schema recapitulatif des sequences nucleotidiques des clones 
d'ADNc obtenus apres criblage immunologique par un anticorps monoclonal anti*- 
AES des banques d'expression des formes promastigotes et des formes amastigotes",- 

15 de L. amazmumsis. Les sites des enzymes de restriction sont indiques au-dessus de*?- 
chaque sequence ; 

- la figure 3A, la localisation de differentes regions proteiques, caracterisees par leur& 
composition particuliere en acides amines, presentes sur la- sequence proteique- 
deduite de l'ADNc du clone A3B, et la figure 3B une representation schematique de" ' 

20 la sequence proteique deduite de l'ADNc du clone A3B codant pour une PSA ; 

- la figure 4, les analyses des transcrits par RT-PCR chez les formes promastigotes (P) 
et amastigotes (A) ; 

- la figure 5, le niveau de production de la proteine par western-blotting, a 1'aide d'un 
anticorps anti-PSA > et 

25 - la figure 6, 1'effet de la surexpression d'une PSA de L. amazonensis sur le pouvoir 
infectieux des parasites. 



1 - Caracterisation moleculaire de s immuno^nes majeurs des AES des formre 
promastigotes et am astigotes de L. amnzonmsis. (Una en abregel 
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Cette caracterisation a et<§ effectu6e en criblant des banques d'expression d l ADNc des 
formes promastigotes et des formes amastigotes de L. amazonensis k l'aide d'un 
anticorps monoclonal dirige contre Timmtmog^ne majeur des AES. 
- Caract6ristiques des banques d'ADNc : 

Deux banques depression d'ADNc, respectivement de formes promastigotes, et de 
formes amastigotes de L. amazonensis ont 6te r6alis6es. Les caract&ristiques de ces 
banques sont presentees au tableau I. Les parasites de phase exponentielle et 
stationnaire ont 6te melanges afin d ! avoir accfes aux differents transcrits pouvant §tre 
exprim<§s au cours des differentes Stapes de leur culture in vitro. 5 x 10 4 phages par 
banque ont ensuite ete criblSs immunologiquement avec Tanticorps monoclonal F5 
dilu6 au l/500* me . L'obtention de cet anticorps fait Tobjet de I'exemple dans le brevet 
FR mentionn6 ci-dessus. 

Tableau I 



Banque d'ADNc Lma LES 
J4 + J7 


Promastigotes 


Amastigotes 


recoltes J4 + J7 

Titration apres packaging 

Titre apres amplification 


7,8.109 
350000 
8^2.107 ph/ul 


7,8.1c 9 
500 000 
2,16.108 ph/ul 



15 phase stationnaire de leur croissance. 



- Isolement et s6quencage des clones reconnus par 1'anticorps monoclonal F5 

13 clones de la banque promastigote et 11 clones se sont r£vel6s positifs de la banque 

amastigote se sont reveles positifs. Tous ces clones ont 6t6 isoles par criblage 

20 secondaire et tertiaire. 

L'ADN plasmidique de l'ensemble des clones isoles a et6 analyst apres differentes 
digestions enzymatiques et les ADNc possedant des inserts de plus grande taille, par 
digestion EcoRI/XhoI, ont et6 retenus afin. d'eliminer les ADNc trap tronquSs en 5 1 . 
Comme le montre le tableau II, les clones 1A1, 1B1, 2B3, 2C1, 2D1 et 2E1 de la banque 

25 d'ADNc de promastigotes et les clones A3B, V4A, V5, W2 et W3 de la banque 
d'amastigotes pr6sentent les inserts de plus grande taille. 
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L'analyse de ces clones, en determinant la presence ou non de deux sites d'enzymes 
de restriction (HrndTO et SaR) prealablement selectionnes, a montre qu'ils 
presentaient tine forte homologie de leur sequence nucleotidique. 
Par double digestion Hindlll/SaR, trois classes differentes de clones ont ete mises en 
evidence avec un fragment Hindm/SaR dune taille, respectivement, inferieure a 
400 P b (clone 2G1), de 500 pb (clones de type 2C1 et A3B) ou de 600 pb (clones de 
type 1A1 ou W2). Ainsi cinq types de clones, choisis selon les caracteristiques 
particulieres de leur ADN (la taille de l'insert et la localisation de certains sites 
d'enzyme de restriction) sont represents en caractere gras dans le tableau II. 

Tableau II 

Banque d'ADNc de promastigotes de Lma 



Clones 
ADNc 


1A1 


. 1B1 


1C1 


IDS 


> 1F1 


2A2 


2B3 


2C1 


2D1 


2F,1 


2F1 


2G1 


B3 
A 


Taille des 
inserts 
EcoRI/XhoI 
(kb) 


2,5 


2,5 


2-2,2 


0,5 


2 


2(>) 


2,5 


2,4 


2,4 


2,4 


2 


1,7-2 


1,7? 


Carte de 
restriction 


























£ 


Sail 


O 


O 


O 


N 


N 


N 


O 


O 


O 


O 


N • 


O 


N 


Hindm 




14 


1,1 


/ 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


1,1 


Hindm/SaR 
(Pb) 


600 


600 


500 


N 


N 


N 


600 


500 


500 


500 


N 


<400 


N 


Expression 
de proteine 

recombinant 
e 




























(kDa) 


45 


/ - 


40 

_, 


/ 


/ 


/ 




42,5 


/ 


/ . 


39 
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Banque d'ADNc amastigotes de Lma 
Clones 




8 



























EcoRI/Xhol 

( kt> ; 


2,3 


2-2,2 


2,2 


? 


2,3 


23 


2 


2 


2,3 


2,2 


1,7 


v_arte ae 
restriction 


























O 


O 


O 


N 


O 


O 


N 


N 


O 


O 


N 


tiinaUx 


1/1 


1,1 


1/1 


1/1 


1/1 


"1 **1 

1/1 


1,1 


1/1 


1,1 


1,1 


1,1 


Hindm/SaR 
(Pb) 


505 


500 


500 


N 


500 


500 


N 


N 


600 


500< 


N 


Expression 
ae proteine 
recombinante 
























(kDa) 


42,5 


/ 


36,5 


/ 


36,5 


43 


/ 


/ 


45 


/ 


/ 



0= oui, pour site present ; N= non, pour site absent ; / = realist ; ? = r6sultat non 
obtenu. 



Le tableau II donne egalement les resultats relatifs a la capacity des clones a exprimer 
5 une proteine recombinante. UIPTG a 6t6 utilise comme agent d'induction. Les 
6chantillons ont et6 analyses par SDS-PAGE et immunoblot en presence de 
Tanticorps anti-AES des formes promastigotes et/ou des formes amastigotes, 
prealablement absorbs en presence de lysat de E. coli. On obtient des resultats 
equivalents. On note pour les clones d'int&ret Texpression de diff&rentes proteines 
10 recombinantes allant de 42,5 kDa de poids moleculaire apparent (clone 2C1), a 43 
kDa (clone A3B) ou 45 kDa (1 Al et W2). 

On rapporte sur le document M Listage des sequences", les r6sultats du sequen^age : 
- des trois types de clones suivants de la banque promastigote : 

. Ie clone de type 1 Al (SEQ ID N°3), qui exprime une proline de sequences SEQ ID 
15 N°8 de.plus. grand poids. moleculaire, Les. clones de type 1B1 et 2B3 sont du m§me 
type que ce clone ; 

. le clone 2C1 (SEQ ID N°2), qui exprime une proline recombinante de poids 
moleculaire inf 6rieur a celle du clone 1 Al, presentant une sequence SEQ ID N°7. 



. le clone 2G1 (SEQ ID N°4), qui a la particularite de posseder un petit fragment 
Hindlll/SaU, qui exprime une proteine recombinante de poids moleculaire inferieur a 
celle du clone 1A1, presentant une sequence SEQ ID N°9. 
- des deux clones suivants de la banque amastigote : 

. les clones de type A3B (SEQ ID N°l), qui expriment une proteine recombinante 
d'environ 43 kDa, de sequence SEQ ID N°6 et possedent un fragment HindlU/Sall 
de 500 pb, le clone V5 apparaissant identique. Les clones V2D et V4A sont consideres 
comme des clones tronques du m&me type ; 

. le clone W2 (SEQ ID N°5), qui exprime une proteine recombinante de 45 kDa, de 
sequence SEQ ID N°10 et qui presente un fragment HindEl/SaE de 600 pb. 

. Etude des cinq sequences d'ADNc 

L'alignement des cinq sequences d'ADNc obtenues est represents a la figure 1 ou les. 
differences entre ces clones sont seulement dues a la presence d'une sequence . 
• tronquee en 5' et/ou l'insertion de sequences d'environ 72 nucleotides du c6te 5'. Les:> 
clones presentent ainsi une (clones 2C1 et A3B) ou trois (clones 1 Al et W2) insertions,^ 
Hormis ces zones d'insertions, les clones presentent des homologies de l'ordre de" 
99% et peuvent etre consideres comme appartenant a une famille d'ADNc. Seul le 
clone A3B possede le codon ATG d'irutiation, les autres clones etant tronques en 5'. 
Cependant 1'ADNc A3B ne possede pas la sequence de 39 nt codant pour le "splice 
leader" retrouvee en 5' sur tous les ARNm de Leishmania. 

Les ADNc des clones A3B et 2C1 presentent une homologie quasi totale et sont done 
consideres comme identiques, 1'ADNc du clone 2C1 correspondant a une partie 
tronquee en 5' de 1' ADNc du clone A3B. 

Le clone A3B, representatif de cette famille a fait l'objet d'un sequencage entier dans 
les deux sens. 

On a rapporte sur la figure 2 les sites des enzymes de restrictions pour chacun de ces 
clones. 

Les sequences SEQ ID N°l a 5, correspondent respectivement a celles des ADNc de 
A3B 7 2C1, 1A1, 2G1 7 W2. 
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- Analyse des differentes sequences proteiques deduites 

La traduction des differentes sequences d'ADNc en sequences proteiques a ete 
realisee en choisissant le cadre de lecture correspondant a celui suggere par la 
position du codon d'initiation sur le plasmide pB-SK, dont la transcription est sous le 
5 contrSle du promoteur du gene lacZ soumise a l'induction par 1'IPTG. 

La proteine A3B presente les regions illustrees sur les figures 3A et 3B. En NH2- 
terminal, on identifie un peptide hydrophobe, pouvant §tre dive, qui est decrit dans 
la litterature comme un peptide signal de la voie secretion. On rencontre ensuite le 
domaine repute riche en leucine, au nombre de 6 repetitions pour le clone A3B. A une 

10 dizaine d'acides amines de la fin de ce domaine se trouve une region riche en proline, 
threonine et serine, appelee ci-apres region poly P/T/S. Cette region est suivie d'une 
region riche en cysteines, pouvant etre impliquee dans des ponts disulfures. Enfin la 
sequence proteique se termine par un peptide signal hydrophobe. 
Les ADNc des clones A3B et 2C1 presentent une homologie quasi totale et sont done 

15 consideres comme identiques, l'ADNc du clone 2C1 correspondant a une partie 
tronquee en 5' de l'ADNc du clone A3B. 

Le clone A3B, representatif de cette famille, a fait 1'objet d'un sequencage entier dans 
les deux sens. 

On a rapporte sur la figure 2, les sites des enzymes de restriction pour chacun de ces 
20 clones Nt=nucleotides ; ATG=codon d'initiation ; TAG=codon stop. 

L'analyse sur le banque de donnee PROSITE montre que la proteine A3B possede un 
site de N-glycosylation localise a la fin de chaque domaine repete riche en leucine, et 
12 sites potentiels de phosphorylations. 

L'analyse de la localisation de cette proteine stir le serveur PSORT predit une 
25 localisation cytoplasmique a 92%, ce qui indique que la proteine est soluble. Cette 
proteine est vraisemblablement ancree a la surface par un Glycosyl Phosphatidyl 
Inositol ou GPL Le peptide signal hydrophobe peut done §tre clive et permettre 
l'ancrage du GPI au iiiyeau de rasparagine (D). 

Le poids moleculaire theorique de la proteine du clone A3B differe d'environ 2,9 kDa 
30 avec celui des proteines 1 Al et W2, ce qui est en accord avec la difference de 2,5 kDa 
observee entre les proteines recombinantes correspondantes. Cette difference est due 
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a la presence d'un nombre variable de repetitions riches en leucines ou LRR, chacune 
presentant aussi une composition en acides amines particuliere. 
Les poids moleculaires apparents et . theoriques des quatre types de PSA de 
1'invention sont rassembles dans le tableau III suivant. 



Tableau III 



Type de PSA 


P.M. de la proteine 
recombinante 


P.M. theorique (non 
tronquee) 


P.M. sans peptide 
signal (3,2 kDa) 


4 LRR (2G1) 


/ 


33,5 kDa 


303 kDa 


6 LRR (A3B) 


42,5 kDa 


38,5 kDa 


353 kDa 


7LRR(lAletW2) 


45 kDa 


41,4 kDa 


38,2 kDa ~ 



2 - Obtention de paras ites genetiquement modifies • 

Le clonage directionnel du gene LaPSA 38s dans le vecteur d'expression pTex & 
permis d'obtenir une construction capable d'exprimer le gene PSA en position sens! 
Le plasmide pTex-LaPSA 38s orientation sens et le vecteur pTex vide ont ensuite ete*f 
electropores dans la souche sauvage Leishmania infantum Mon 1 Clone 1, puis les? 
parasites ont ete selectionhes par la genetycine. 

L'etude a ete realisee sur des parasites de l'espece L. infantum sauvages (Sau), ceux 
tranfectes par le pTex vide (pTex) et ceux transfectes par le pTex contenant la 
sequence nucleotidique d'interet (Sens). 
Caracterisation moleculaire : 

L'analyse de 1ADN total par southern blot montre que la construction sens est stable 
et amplifiee chez la souche transformee. Les resultats sont illustres sur la figure 4 qui 
donne les analyses des transcrits par RT-PCR chez les deux formes, promastigotes (P) 
et amastigotes (A). La figure 5 donne le niveau de production de la proteine pax 
western-blotting, a l'aide d'un anticorps anti-PSA (figure 5A : proteines constitutes ; 
figure 5B : proteines excretees /secr<§tees) 
Caracterisation phenotvpiaup des mutants • 
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La comparaison des cin£tiques de croissance entre Ldi WT, Ldi pTex et Ldi Sens 
montre que la surexpression de LaPSA 38s n'interfere pas avec la croissance des 
parasites, Seule une phase de latence plus longue est observ6e pour les souches 
transf orm6es par rapport a la souche sauvage. 
5 La sensibilite a la lyse par le complement humain a Sgalement ete 6tudi6e. 
Recemment, il a et6 demontre que la PSA de L, amazoniensis avait la propri£t<§ 
d'inhiber Taction du complement in vitro. Les promasigotes "sens" sont plus sensibles 
au complement, L'exc&s de PSA a la surface des parasites peut ainsi entrainer un 
clivage ainsi qu*une formation de complexes plus importante engendrant une lyse 
10 accrue. 

Etude de pouvoir infectieux des parasites. 

Pour 6tudier Teffet de la surexpression de LaPSA 38s sur le pouvoir infectieux des 
parasites, la premiere approche a consists k mettre en contact des promastigotes des 
souches transformSes avec des macrophages de chien, qui est le reservoir domestique 

15 naturel de la leishmaniose viscerale. 

Les figures 6A et 6B dorment les r^sultats obtenus, respectivement, 2 h aprfes contact 
avec les promastigotes et 48 h apr£s contact avec les amastigotes sur ces figures, 
I'index parasitaire correspond au % de macrophages infect6s par la souche Sens x le 
nombre de parasites par macrophage/ % de macrophages infectes par la souche 

20 t6moin (pTex) x le nombre de parasites par macrophage. 

Les promastigotes surexprimant LaPSA 38s, prSsentent un pouvoir infectieux 2 fois 
plus important vis-a-vis des macrophages canins. De plus, apr&s phagocytose, les 
amastigotes exprimant le transgfene possddent une capacite k survivre et a se 
multiplier dans la vacuole parasitophore significativement superieure (2,5 a 5 fois) a 

25 celle du tfemoin transfect6 par le vecteur vide. 
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REVENDICATIONS 



1. Constructions d'acides nudeiques, caracterisees en ce qu'elles comportent des 
acides nucleiques isoles en position sens, capables de coder pour une proteine 
immunogene de formes promastigotes ou de formes amastigotes de 
Leishmania, lesdits addes nucleiques repondant a Tune des sequences SEQ ID 
N°l, SEQ ID N°2, SEQ ID N°3, SEQ ID N°4 et SEQ ID N°5. 

2. Constructions selon la revendication 1, caracterisees en ce que les sequences 
comprennent un site de restriction Sail et deux sites de restriction Hindlll, avec 
un codon stop situe en aval du premier site HindUl. 

3. Constructions selon la revendication 2, caracterisees en ce que Iesdites 
sequences d'acides nucleiques comportent un site de restriction EcoRV et/ou 1 
Pstl entre les deux sites Sail et HindlU, ou de part et d'autre du site Sail. £ 

4. Constructions selon Pune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisees erf 
ce que Iesdites sequences d'acides nucleiques sont donees en position sens? 
dans un plasmide, tel que pTex. . zi. 

5. Constructions selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisees en? 
ce qu'elles cedent pour une proteine immunogene de formes promastigotes oil 
de formes amastigotes de Leishmania , ces proteines repondant a 1'une des 
sequences SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9 et SEQ ID N°10. 

6. Proteines immunogenes isolees, caracterisees en ce qu'elles presentent une 
sequence choisie parmi SEQ ID N°6, SEQ ID N°7, SEQ ID N°8, SEQ ID N°9 ou 
SEQ ID N°10. 

7. Souches de Leishmania genetiquement modifiees, caracterisees en ce qu'elles 
correspondent a des formes amastigotes ou promastigotes de Leishmania 
transferees par une construction selon l'une quelconque des revendications 1 



a 5. 



B. Souches selon la revendication 7, caracterisees en ce qu'il s'agit de souches de 
L.infanhim. 
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9. Proc6d6 de transfection d'un parasite de Leishmania, caracteris£ en ce qu'on 
introduit dans le parasite de Leishmania une construction selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 5, comportant un marqueur, on selectionne 
les parasites transfectes gr&ce audit marqueur, on les met en culture dans un 
5 milieu axenique et as6rique totalement defini et on r6cup£re le surnageant de 

culture qui renferme les prolines immunog^nes presentes dans des 
concentrations de 1'ordre de 10 a 20 fois sup6rieures & celle produite par la 
souche mfere de Leishmanie. 
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SEQ ID N®7 AJB 



SEQ TO iV2 
SEQ ID N°3 



\JB 

*GI 
XI 
IM 
AJB 

\vz 



SEQIDIST4 :GI 
XI. 
IAI 

SEQJDN-s 

2GI 
XI 
IAI 
AJB 
\V2 

Ziil 
XI 
IAI 
A3B 

2GI 

XI 

IAI 
AJB 

w: 

2GI 
XI 
IAI 
AJB 

vn 
:gi 

XI 
IAI 

AJB 
\V2 

Hi I 
xi 

IAI 
AJB 

vn 

:gi 
:c i 

1A1 
AJB 
VV? 

xi 

IAS 

vv; 
xi 

IAI 
AJB 

w: 
:ci 

IAI 

AJB 
\V2 

xi 

IAI 
AJB 
W2 

:tii 

IAI 
AJB 
W2 

:gi 

I At 
AJB 

AJB 
AJB 
AJB 
AJB 
AJB 
AJD 
AJB 
AJR 



1/7 



GACCCCTCTTCCOA 





CACGC^S»GT 



CG5G^CTGCG 4 10 
^CK^GCCrGcS 5*2 
^G^C.CTGCC 362 




rcGACTJ3CT0C^^ 
QCGXCTGCCGCnCCCGGGAAC'G^ 




TCK^GG<£CTGCCGGCGGCGT^ 

CCCCTraCTGTCmCT^ A^&j^tj^^A^^^S^^G 1 1 108 




asccx^CGcccciTcqa^ U39 

TGCGGTGCTGTGCTCTCGTGGTCTGTGCCGGTGCTGCCCTGGCGCGGTGAGAGCTGGCGGGG^ 1 5 39 

GGCGGCCTGCCCCTGCGTCCGCGCACCGTCGCGCTCTCCTCGACGCCACTGCGCGCGCTTGTTGGCTTGCTTTGCT 1x30 
TrCCGTTTCATTCGGCTGTATTCTCTTCT^ 52 

TTTCATCKSCGCGCTCGCCCGATCCCCCTCTTCCCTCCCTCCTCCCCTO g! 

TGCCTCCCHrGCCTCTTCCGTAAACCTTO^ ,„ 9 

CGTGCACCrrAAGGACATGTATATATGTATGTGTATCTATArGAGTATCTATATATCTACCCTTATATATAGGA^m ' ™, 

TCCGTGCCTATATTAGTGTGTCCGAGCACGCGTG^ ,,*° 39 



FIGURE 1 

Alignement des differences sequences ADNc obtenues 



SEQ ID N°l A3B 

SEQrDNI 2Cl 

SEQIDN-3 1A1 

SEQ [DN*4 2C1 
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:C ! GT<^QTTAAC&AC^ 

( a I OTXATGTri^d^A& 

:<i I GXGC A^rrf AAGGA^TOT^ 

W2 GT^CCTi^^ 

.AJB ATGrt^G^I^ATG<^ 

A3 8 tTTCTCfATT^CTCTOT 

1C I TTtCt^AtXTCr<^G^CCCTGITX3 A^^^ 

IAI TTTCTCIATITCTCTGCT 

:G: TTTe^GJ^TTT^CT 

FIGURE 1 (Suite) 



Alignement en 3' des sequences nucleotidiques des differents clones ADNc 



SEQ ID N'l A3B 

SEQ ID N°2 2Cl 

SEQID N°3 1A1 

SEQIDN*4 2G1 

SEQIDN°5 YV2 
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Clones de la banque ADNc promastigote 



2G1 

2C1 
(= A3B) 

1A1 



Sail 



Psil Hindlll 
-TH-...I 



TGA 



c 



Sail EcoRV 
-4=4 



//mdlll 



ftr/l //mdlli 



A'l'G 



A3B 1 
W2 



/*A7l &r/I ZTcoRV 



////7dlll 



Poly A 
Hindlll 



tca 

/YwdM 

. -J _ 

TCA 

Hindlll 

1 , 

Clones de la banque ADNc amastigote 

TCA 

Hindlll 

■ 1 

TCA 

///Willi 

: 1 . 



= repetition de 72 ou 75 nt 



= non sequence 



PIGURE 2 



* 
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Peptide signal de la 
voie de secretion 



MA OCVRRL VIA A PLAA WA LLL CTSSA P VA RA AGTS D FTE AQQTNTLTV LQ A F A RA 1 
PALGDTWTGSDFCSWKH11CDSPGVGVWMGDVDYTGTLPEMPASVDYKDV 

\ 

MITELNFSAMGQGLSGTLPPSWSS 

LTSLISLCIEKS EK VTGTLP AQ WSS 

MTSLDNLNLHDTAVSGTLPAQWSS 

MKQLTVLDLEGTKVSGTLPSEWSG 

MAKAEAVQLENCGLSGSLPPSVVSA 

MPKLRJVSLSGNHFCGCVPDSWRE 
KDRLDVTIEEWHMGEDCKLANACR 
PTAAPGTTTTN PPTTTGTPAASSTPSPGS 
GCEVDGCEVCEGDSAARCARCREGYSLTDEKTCLANHD 

GGVAAASSCA VAAAA VWAA VLLSVGLVA 

FIGURE 3A 



Domaine repete 
riche en leucines 



Region poly P/T/S 



Region riche en cysteines 



Peptide signal hydrophobe 



A3B 



N-nlveo.svl:ition 

region codunt pour 
U> peptide signal hyd rophnbo 

dc hi voie iicsccrcrion # Domaine L RR 



Region signal d 'iincnige 
polv P/T/S du GPI 



Region 
riche 
en cysteines 



l>epti<le 
hydrophobe 



FIGURE 3B 
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FIGURE 4 
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- Protein es constitutives 

/-Sau L. a Sau pTex Sens 

/ 

56 k Da 

46kD;i fettA 



10 (ig par piste ; L. a .LeLshmania amazonens/s. 

-Proteines excretecs/secretees 
Sau pTex Sens L. a Sau 



s A *\ ✓ ^ 



I0 M I I0pl I0(il 5^il 2j.il 2^il 5(al lOui 
FIGURE 5 



7/7 



••' OL 



C 

o 



c 

e 

. CD 
JO 

01 





> 








3 






2.5 • 


*** 


*** 


2 ^ 




V: ' : : 




A 


1.5 - 




•>?:■;•;■:* 






1 - 




m 




m 

m 


0.5 ■ 








II 


0 - 








II 



11 

m 



p 
mm 



EI sens 



cnien 1 chien 2 chien 3 



FIGURE 6A 




chienl chien? c hien3 chien4 



Jsens 



FIGURE 6B 



2071FR.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> INSTITUT DE LA RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (IRD) 

<120> NOUVEAUX MOYENS POUR LA PREVENTION DES LEISHMANIOSES 

<130> CP/BB 61158BIS-2071 

<L50> FR 03 13 555 
<151> 2003-11-19 

<160> 10 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> 2526 
<212> DNA 

<213> Leishmania amazonensis 
<400> 1 

gacccctgtt gcgaatggcg cagtgcgtgc gtcggctggt gctggcggcg cccctcgccg 

ctgtggtggc gctgctgctg tgcacgagca gtgcaccggt ggcgcgtgct gcggggacga 

gcgacttcac tgaggcgcag cagacgaaca cgctgacggt gctgcaggcg tttgcgcgtg 

cgatccctgc gcttggggac acgtggacgg gcagcgactt ctgctcgtgg aagcacatca 

tctgcgactc ccccggcgtc ggcgtgtgga tgggcgatgt ggattatacc ggcacgctgc 

cggagatgcc tgcgagcgtc gactacaagg acgtcatgat cacggaactg aacttcagcg 

caatgggcca ggggctgagc gggacgctgc ccccctcatg gagctcgctg acgtccttga 

tatcactgtg catcgaaaag tctgagaagg tcaccggcac gctgcctgcc cagtggagct 

.cgatgacgtc. gctggacaap. cttaacctgc acgacacggc ggtctccggc acgctgcctg 

cccagtggag ctcgatgaag cagctgaccg ttctggatct ggagggcact aaggtgtccg 

gcacgctgcc gtccgagtgg agtgggatgg cgaaggccga ggccgtgcag ctggagaact 

gcggtctgtc cgggagtctg cccccctcgt ggtctgcgat gccgaagctg cgtatcgtct 

Page 1 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
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cactgagcgg 


caaccacttc 


tgcgggtgcg 


tgcccgactc 


gtggagggag 


aaggaccgcc 


780 


tcgatgtgac 


catcgaggaa 


tggcacatgg 


gcgaggactg 


caagcttget 


aacgcctgcc 


840 


gcccgactgc 


tgctccggga 


acgaccacga 


ctaacccgcc 


caeca ccacc 


ggcaccccag 


900 


cagcctcctc 


tactccttct 


ecagggtegg 


ggtgcgaggt 


ggatgggtgt 


gaggtgtgcg 


960 


agggggactc 


cgctgcgcgg 


tgcgccaggt 


gccgtgaggg 


ctactccctg 


aeggacgaga 


1020 


agacgtgcct 


ggcgaaccac 


gatggcggcg 


tggeggegge 


gtcgagcgga 


gcggtggctg 


1080 


ccgctgctgt 


gtgggcggct 


gtgctgttga 


gcgtggggct 


ggtggcgtga 


gggtgcggcg 


1140 


ggcacacgcg 


cacgcgcaca 


cgccgtcgtg 


catcgcgtgt 


gctttccgcc 


gttgtggcgc 


1200 


ctgcacggat 


geaegggcat 


gcggaggcgt 


gcatgcgtgt 


gcgcgtgcca 


gctcttgtgt 


1260 


gtctctccgt 


gtggccagca 


gtcggcaccc 


gcgccgatcg 


aatgtgcgcg 


eggeggeggt 


1320 


gtgtcgcctt 


ggacagcgga 


tgcgggcgcc 


cgcccctcgc 


cgtgtgccct 


geggtctget 


1380 


gtgctgccgc 


gcgagcgacg 


tacggatgcg 


ctgtccggcc 


ctcttcgacg 


gggctcgett 


1440 


gcggtgctgt 


gctctcgtgg 


tctgtgccgg 


tgctgccctg 


gcggggtgag 


agctggcggg 


1500 


ggcgtgggtg 


cgcgcgcggc 


agctctccgc 


tgcgttgagg 


gcggcctgcc 


cctgcgtccg 


1560 


cgcaccgtcg 


cgctctcctc 


gacgccactg 


cgcgcgcttg 


ttggcttgct 


ttgctctgtc 


1620 


gtgcgcactc 


tctcttattt 


teegtttcat 


tegectgtat 


tctcttctcc 


caccgcactg 


1680 


cggcctcgtc 


accgcggccg 


tgcggtgcgc 


aggcgggtga 


tgtgccgttg 


tgccccccct 


1740 


ttcatggcgc 


getgggcega 


tcgccctctt 


gcctccctcc 


tccccctccc 


cctcccgccg 


1800 


gtcctgtcaa 


ttgtatatcc 


gtggacctta 


tettegtact 


gcctccgcgc 


ctcttccgta 


1860 


aagcttcgtt 


ggcgtgtgcc 


gccccccgga 


cgtcagcgcc 


gctgtgctcg 


catgctcacg 


1920 


gtgcgtcccc 


gtgcgtgggc 


gtgcacgtaa 


ggacatgtat 


atatgtatgt 


gtatgtatat 


1980 


gagtatgtat 


atatgtaegg 


ttatatatag 


gaatttgtgt 


atgttgaggt 


gtatgcatgt 


2040 


gcgtgcgtat 


attagtgtgt 


gcgagcacgc 


gtgttgcgcc 


acgctctgct 


gcccgcctcc 


2100 


gctgtgcgtg 


tcactcgctg 


tgggcgcggt 


ggcgggtggc 


gccgggtggt 


ggccgtgcgg 


2160 


cgggcggggg 


ctcctctgtg 


tttctctatt 


tctctgttcc 


ctgttgacct 


caaaaaaaaa 


2220 


aaaaaaaaaa 


aaagtgcacg 


taaggacatg 


tatatatgta 


tgtgtatgta 


tatgagtatg 


2280 


UO Lu LCi La 


r* ft rv 4- 4* a 4" a +■ o 
C^^LLdLdla 




cgua tgunga 


ggtgtatgca 


tgtgcgtgcg 


234 0 


tatattagtg 


tgtgcgagca 


cgcgtgttgc 


gccacgctct 


gctgcccgcc 


tccgctgtgc 


2400 


gtgtcactcg 


ctgtgggcgc 


ggtggcgggt 


ggcgccgggt 


ggtggccgtg 


eggegggegg 


2460 


gggctcctct 


gtgtttctct 


atttctctgt 


tccctgttga 


cctcaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


2520 


aaaaaa 












2526 
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<210> 2 
<211> 1401 
<212> DNA 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 2 

uyycioyyy 


Cciycgact uc 


ugcucgtgga 


agcacatcat 


ctgcgactcc 


cccggcgtcg 


60 




gggcgaugtg 


gattataccg 


gcacgctgcc 


ggagatgect 


gegagegteg 


120 


a^LaLaoyya 


<w-y i_ v_d LydLL 


cteggaac uga 


acttcagcgc 


aatgggccag 


gggctgagcg 


180 




CC-CCtCatyy 


a get cget ga 


cgtccttgat 


atcactgtgc 


atcgaaaagt 


240 


ft" Pf P o ^ ^ nni" 


O J3 r*t* ttfX A /~f 

^auuyy LaLy 


CtyCCtyCCC 


agtggagctc 


gatgaegteg 


ctggacaacc 


300 


Loauc u y v-a 


cy a Lauyy v_y 


gt ct ceggea 


cgctgcctgc 


ccagtggagc 


tcgatgaagc 


360 


ay^Lyau^u C 


L^tyyaLCty 


gagggcact a 


aggtgtccgg cacgctgccg 


tccgagtgga 


420 


Cf t" n er rr +* n n r* 
y «-yy y c* uy y<_ 


gaaggecgag 


gccgtgcagc 


tggagaactg 


cggtctgtcc 


gggagtctgc 


480 


wv^^.^v- i_ >-»y y 


gtctgcgatg 


ccgaagctgc 


gtategtetc 


actgagegge 


aaccacttct 


540 


y *-y yy *~y eg u 


gcccgactcg 


tggagggaga 


aggaccgcct 


cgatgtgacc 


atcgaggaat 


600 


yycaCauyyy 


egaggactge 


aagcttgeta 


acgcctgccg 


cccgactgct 


getcegggaa 


660 


c*rtz* o /-> a /~» 
y d o\^dv-»y a o 


taacccgccc 


accaccaccg 


gcaccccagc 


agcctcctct 


actccttctc 


720 


way y y u c-y y y 


gtgcgaggtg 


gatgggtgtg 


aggtgtgcga 


gggggactcc 


getgegeggt 


780 


ywy uuay y l. y 


ccgtgagggc 


tactccctga 


eggacgagaa 


gacgtgcgtg 


gcgaaccacg 


840 




ggcggcggcg 


tegageggag 


cggtggctgc 


cgctgctgtg 


tgggcggctg 


900 


tgctgttgag 


cgtggggctg gtggcgtgag 


ggtgcggcgg gcccctcttc 


tctgtggtgc 


960 


ccctggtgcc 


tgccctcgcc 


cccggcacgg 


cgtcgtcgct 


gccctctctc 


acccccacca 


1020 


gecgaegggg 


agaccgacag 


ccacacgcgc 


acgcgcacac 


gccgtcgtgc 


atcgcgtgtg 


1080 


cgtgcactta 


aggacatgta 


tatatgtatg 


tgtatgtata 


tgagtatgta 


tatatgtccg 


1140 


gttatatata 


ggaatttgtg 


tatgttgagg 


tgtatgcatg 


tgcgtgcgta 


tattagtctg 


1200 


tgcgagcacg 


cgtgttgcgc 


cacget ttgc 


tgcccgcctc 


cgctgtgcgt 


gtccctccct 


1260 


gtgggcgcgc 


tgccgggtgg 


ccccgggtgg 


tgcccgtgcg 


gcgggcgggg 


gctcctctgt 


1320 


gtttctctat 


ttctctgttc 


cctgttgacc 


ccaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


1380 


aaaaaaaaaa- 


aaaaaaaaaa 


a - - 








1401 



<210> 3 
<211> 1684 
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2071FR.ST25 

<212> DNA 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 3 



ggacgggcag cgacttctgc tcgtggaagc acatcatctg cgactccccc 


ggcgtcggcg 


60 




tgtggatggg cgatgtggat tataccggca cgctgccgga gatgcctgcg agcgtcgact 


120 




acaaggacgt catgatcatg gcactggact tcggcgcaat gggccaggga ctgagcggga 


180 




cgctgccccc ctcatggagc tcgctgacgt ccttgatgtc actgtggatc 


gaaaagtctg 


240 




agaaggtcac cggcacgctg cctacccagt ggagctcgat gaagcagctg 


acccttctgc 


300 ■ 




atctgaaggg cactaaggtg tccggcacgc tgccgcccga gtggagtggg 


atgacgtcgc 


360 




tggacgacct taacctgcac gacacggcgg tctccggcac gctgcctgcc 


cagtggagct 


420 




cgatgaagca gctgatcgat ctggatctgg agggcactaa ggtgtccggc 


acgctgccgc 


480 




ccgagtggag tgggatggcg aaggccgagg ccctgcagct gaagtactgc 


gatctgtccg 


540 




ggagtctgcc cccctcgtgg tcttcgatgc agaagctgcg . tatcgtctca 


ctgagcggca 


600.. 




accacttctg cgggtgcgtg cccgactcgt ggagggagaa ggaccgcctc 


gatgtgacca 


660 ' 




tcgaggaatg gcacatgggc gaggactgca agcttgctaa cgcctgccgc 


ccgactgctg 


720. 




ctccgggaac gaccacgact aacccgccca ccaccaccgg caccccagca 


gcctcctcta 


780 




ctccttctcc agggtcgggg tgcgaggtgg atgggtgtga ggtgtgcgag ggggacfcccg 


840 




ctgcgcggtg cgccaggtgc cgtgagggct actccctgac ggacgagaag 


acgtgcctgg 


900? 




cgaaccacga tggcggcgtg gcggcggcgt cgagcggagc ggtggctgcg 


gctgctgtgt 


960/ 5 


At 


gggcggctgt gctgttgagc gtggggctgg tggcgtgagg gtgcggcggc 


cccctcttct 


1020 




ctgtggtgcc cctggtgcct gccctcgccc ccagcacggc gtcgtcgctg 


ccctctcacc 


1080 




cccaccagcc gaaggggaga ccgacagcca cacgcacacg cgcacgcgcc 


gtcgtgcatc 


1140 




gcgtgtgctt tccgccgttg tggcgcctgc gcggatgcac gggcatgcgg 


aggcgtgcat 


1200 




gcgtgtgcgc gtgccagctc ttgtgtgtct ctccgtgtgg ccagcagtcg gcacccgcgc 


1260 




cgatcgaatg tgcgcgcggc ggcggtgtgt cgccttggac agcggatgcg 


gcgcccgccc 


1320 




ctcgccgtgt gccctgcggt ctgctgtgct gccgcgcgag cgacgtacgg 


agtgcatgta 


1380 




aggacatgta tatatgtatg tgtaggtata tgagtatgta tatatgtacg 


gttatatata 


1440 




ggaatttgtg tatgttgagg tgtatgcatg tgcgtgcgta tattagtctg tgcgagcacg 


1500 




cgtgttgcgc cacgctttgc tgcccgcctc tgctgtgcgt gtcactccct 


gtgggcgcgc 


1560 




tggcgggtgg cgccgggtgg tggccgtgcg gcgggcgggg gctcctctgt gtttctctat 


1620 




ttctctgttc cctgttgacc tcaagaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 


aaaaaaaaaa 


1680 




aaaa 




1684 
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<210> 4 

<211> 1404 

<212> DNA 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 4 

tcggcgtgtg gatgggcgat gtggattata ccggcacgct gccggagatg cctgcgagcg 60 

tcgactacaa ggacgtcatg atcacggaac tgaacttcgg cgcaatgggc cagggactga 120 

gcgggacgct gcccccctca tggagctcga tgaagcagct gatcgatctg gatctggagg 180 

gcactaaggt gtccggcacg ctgccgcccg agtggagtgg gatggcgaag gccgaggccc 24 0 

tgcagctgaa gtactgcgat ctgtccggga gtctgccccc ctcgtggtct tcgatgcaga 300 

agctgcgtat cgtctcactg agcggcaacc acttctgcgg gtgcgtgccc gactcgtgga 360 

gggagaagga ccgcctcgat gtgaccatcg aggaatggca catgggcgag gactgcaagc 4 20 

ttgctaacgc ctgccgcccg actgctgctc cgggaacgac cacgactaac ccgcccacca 4 80 

ccaccggcac cccagcagcc tcctctactc cttctccagg gtcggggtgc gaggtggatg 540 

ggtgtgaggt gtgcgagggg gactccgctg cgcggtgcgc caggtgccgt gagggctact 600 

ccctgacgga cgagaagacg tgcctggcga accacgatgg cggcgtggcg gcggcgtcaa 660 

gcggagcggt ggctgcggct gctgtgtggg cggctgtgct gttgagcgtg gggctggtgg 720 

cgtgagggtg cggcgggccc ctcttctctg tggtgcccct ggtgcctgcc ctcgcccccg 780 

gcacggcgtc gtcgctgccc tctctcaccc ccaccagccg acggggagac cgacagccac 840 

acgcgcacgc gcacacgccg tcgtgcatcg cgtgtgcttt ccgccgttgt ggcgcctgca 900 

cggatgcacg ggcatgcgga ggcgtgcatg cgtgtgcgcg tgccagctct tgtgtgtctc 960 

tccgtgtggc cagcagtcgg cacccgcgcc gatcgaatgt gcgcgcggcg gcggtgtgtc 1020 

gccttggaca gcggatgctg gcgcccgccc ctcgcgtgtg cctcggtctg cgtgtcgtgg 1080 

ccgcgcgagc gacgtacgga gtgcgctgtg tgcacttaag gacatgtata tatgtatgtg 114 0 

tatgtatatg agtatgtata tatgtacggt tatatatagg aatttgtgta tgttgaggtg 1200 

tatgcatgtg cgtgcgtata ttagtctgtg cgagcacgcg tgttgcgcca cgctttgctg 12 60 

cccgcctccg ctgtgggtgt cactcgctgt gggcccggtg gcgggtggcc ccgggtggtg 1320 

cccgttcggc- gggcgggggc tcctctgtgt - ttctctat-tt ctctgttcce tgttgccctc - 1380 

caaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa 1404 

<210> 5 
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<211> 1501 
<212> DNA 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 5 
ccggcgtcgg 

cgagcgtcga 

ggctgagcgg 

tcgaaaagtc 

tggacaacct 

ggatgacgtc 

cccagtggag 

gcacgctgcc 

gcgatctgtc 

cactgagcgg 

tcgatgtgac 

gcccgactgc 

cagcctcctc 

agggggactc 

agacgtgcct 
cggctgctgt 
gccccctctt 
tgccctctca 
ccgtcgtgca 
ggaggcgtgc 
cggcacccgt 
atgtacggtt 
tagtctgtgc 
actcgctgtg 
cctctgtgtt 



cgtgtggatg 

ctacaaggac 

gacgctgccc 

tgagaaggtc 

taacctgcac 

gctggacgac 

ctcgatgaag 

gcccgagtgg 

cgggagtctg 

caaccacttc 

catcgaggaa 

tgctccggga 

tactccttct 

cgctgcgcgg 

ggcgaaccac 

gtgggcggct 

ctctgtggtg 

cccccaccag 

tcgcgtgtgc 

atgcgtgtgc 

gcacgtaagg 

atatatagga 

gagcacgcgt 

ggcgcgctgg 

tctctatttc 



ggcgatgtgg 
gtcatgatca 
ccctcatgga 
accggcacgc 
gacacggcgg 
cttaacctgc 
cagctgatcg 
agtgggatgg 
cccccctcgt 
tgcgggtgcg 
tggcacatgg 
acgaccacga 
ccagggtcgg 
tgcgccaggt 
gatggcggcg 
gtgctgttga 
cccctggtgc 
ccgaagggga 
tttccgccgt 
gcgtgccaac 
acatgtatat 
atttgtgtat 
gttgcgccac 
cgggtggcgc 
tctgttccct 



attataccgg 
cggaactgaa 
gctcgctgac 
tgcctgccca 
tctccggcac 
acgacacggc 
atctggatct 
cgaaggccga 
ggtcttcgat 
tgcccgactc 
gcgaggactg 
ctaacccgcc 
ggtgcgaggt 
gccgtgaggg 
tggcggcggc 
gcgtggggct 
ctgccctcgc 
gaccgacagc 
tgtggcgcct 
tcttgtgtgt 
atgtatgtgt 
gttgaggtgt 
gctctgctgc 
cgggtggtgg 
gttgacctca 



cacgctgccg 
cttcagcgca 
gtccttgata 
gtggagctcg 
gctgccgccc 
ggtctccggc 
ggagggcact 
ggccctgcag 
gcagaagctg 
gtggagggag 
caagcttgct 
caccaccacc 
ggatgggtgt 
ctactccctg 
gtcaagcgga 
ggtggcgtga 
ccccagcacg 
cacacgcaca 
gcgcggatgc 
ctctccgtgt 
aggtatatga 
atgcatgtgc 
ccgcctctgc 
ccgtgcggcg 
agaaaaaaaa 



gagatgcctg 

atgggccagg 

tcactgtgca 

atgacgtcgc 

gagtggagtg 

acgctgcctg 

aaggtgtccg 

ctgaagtact 

cgtatcgtct 

aaggaccgcc 

aacgcctgcc 

ggcaccccag 

gaggtgtgcg 

acggacgaga 

gcggtggctg 

gggtgccgcc 

gggtcgtcgc 

cgcgcacgcg 

acgggcatgc 

ggccagcagt 

gtatgtatat 

gtgcgtatat 

tgtgcgtgtc 

ggcgggggct 

aaaaaaaaaa 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540. 
600 
660 
720 
780 
84 0 
900- 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1501 



<210> 6 
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<211> 371 
<212> PRT 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 6 

Met Ala Gin Cys Val Arg Arg Leu Val Leu Ala Ala Pro Leu Ala Ala 
15 10 15 

Val Val Ala Leu Leu Leu Cys Thr Ser Ser Ala Pro Val Ala Arg Ala 
20 25 30 

Ala Gly Thr Ser Asp Phe Thr Glu Ala Gin Gin Thr Asn Thr Leu Thr 
35 40 45 

Val Leu Gin Ala Phe Ala Arg Ala lie Pro Ala Leu Gly Asp Thr Trp 
50 55 60 

Thr Gly Ser Asp Phe Cys Ser Trp Lys His lie lie Cys Asp Ser Pro 
65 70 75 80 

Gly Val Gly Val Trp Met Gly Asp Val Asp Tyr Thr Gly Thr Leu Pro 
85 90 ~ 95 

Glu Met Pro Ala Ser Val Asp Tyr Lys Asp Val Met lie Thr Glu Leu 
100 105 110 

Asn Phe Ser Ala Met Gly Gin Gly Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Ser 
115 120 125 

Trp Ser Ser Leu Thr Ser Leu lie Ser Leu Cys lie Glu Lys Ser Glu 
130 135 140 

Lys Val Thr Gly Thr Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met Thr Ser Leu 
145 150 155 160 

Asp Asn Leu Asn Leu His Asp Thr Ala Val Ser Gly Thr Leu Pro Ala 
165 170 175 

Gin Trp Ser Ser Met Lys Gin Leu Thr Val Leu Asp Leu Glu Gly Thr 
180 185 * 190 

Lys Val Ser Gly Thr Leu Pro Ser Glu Trp Ser Gly Met Ala Lys Ala 
195 200 205 

Glu Ala Val Gin Leu Glu Asn Cys Gly Leu Ser Gly Ser Leu Pro Pro 
210 215 220 
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Ser Trp Ser Ala Met Pro Lys Leu Arg lie Val Ser Leu Ser Gly Asn 
225 230 235 240 

His Phe Cys Gly Cys Val Pro Asp Ser Trp Arg Glu Lys Asp Arg Leu 
245 250 255 

Asp Val Thr lie Glu Glu Trp His Met Gly Glu Asp Cys Lys Leu Ala 
260 265 270 

Asn Ala Cys Arg Pro Thr Ala Ala Pro Gly Thr Thr Thr Thr Asn Pro 
275 280 285 

Pro Thr Thr Thr Gly Thr Pro Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Glv 
290 295 300 

Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly Cys Glu Val Cys Glu Gly Asp Ser Ala 
305 310 315 320 

Ala Arg Cys Ala Arg Cys Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu Lys 
325 330 335 

Thr Cys Leu Ala Asn His Asp Gly Gly Val Ala Ala Ala Ser Ser Glv 
340 345 350 

Ala Val Ala Ala Ala Ala Val Trp Ala Ala Val Leu Leu Ser Val Glv 
355 360 365 

Leu Val Ala 
370 



<210> 7 
<211> 286 
<212> PRT 

<213> Leishmania amazonensis 
<400> 7 

Met Gly Asp Val Asp Tyr Thr Gly Thr Leu Pro Glu Met Pro Ala Ser 
15 10 15 

Val Asp Tyr Lys Asp Val Met He Thr Glu Leu Asn Phe Ser Ala Met 
20 25 30 

Gly Gin Gly Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ser Leu Thr 
35 40 45 

Page 8 



2U71FR.ST2S 



Ser Leu lie Ser Leu Cys He Glu Lys Ser Glu Lys Val Thr Gly Thr 
50 55 60 



Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met Thr Ser Leu Asp Asn Leu Asn Leu 

65 70 75 *" 80 

His Asp Thr Ala Val Ser Gly Thr Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met 

85 90 *" 95 



Lys Gin Leu Thr Val Leu Asp Leu Glu Gly Thr Lys Val Ser Gly Thr 
100 105 110 



Leu Pro Ser Glu Trp Ser Gly Met Ala Lys Ala Glu Ala Val Gin Leu 

115 120 125 

Glu Asn Cys Gly Leu Ser Gly Ser Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ala Met 

130 135 140 



Pro Lys Leu Arg lie Val Ser Leu Ser Gly Asn His Phe Cys Gly Cys 
145 150 155 - 160 

Val Pro Asp Ser Trp Arg Glu Lys Asp Arg Leu Asp Val Thr He Glu 
165 170 175 

Glu Trp His Met Gly Glu Asp Cys Lys Leu Ala Asn Ala Cys Arg Pro 

180 185 190 



Thr Ala Ala Pro Gly Thr Thr Thr Thr Asn Pro Pro Thr Thr Thr Gly 
195 200 205 



Thr Pro Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val 
210 215 220 



Asp Gly Cys Glu Val Cys Glu Gly Asp Ser Ala Ala Arg Cys Ala Arg 

225 230 235 240 

Cys Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu Lys Thr Cys Val Ala Asn 
245 250 255 



His Asp Gly Gly Val Ala Ala Ala Ser Ser Gly Ala Val Ala Ala Ala 
260 265 270 



Ala Val Trp Ala Ala Val Leu Leu Ser Val Gly Leu Val Ala 
275 280 285 



<210> 8 
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<211> 310 2071FR.ST25 
<212> PRT 

<213> Leishmania amazonensis 



<400> 8 

Met Gly Asp Val Asp Tyr Thr Gly Thr Leu Pro Glu Met Pro Ala Ser 



10 



15 



Val Asp Tyr Lys Asp Val Met He Met Ala Leu Asp Phe Gly Ala Met 
Gly Leu Ser Gly Thr Lei 

35 40 45 



20 ' 25 30 

Gly Gin Gly Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ser Leu Thr 



Ser Leu Met Ser Leu Trp lie Glu Lys Ser Glu Lys Val Thr Gly Thr 

55 • 60 

Leu Pro Thr Gin Trp Ser Ser Met Lys Gin Leu Thr Leu Leu His Leu 

U 75 80 

Lys Gly Thr Lys Val Ser. Gly Thr Leu Pro Pro Glu Trp Ser Gly Met 
85 90 ' 95' 

Thr Ser Leu Asp Asp Leu Asp Leu His Asp Thr Ala Val Ser Gly Thr 

Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met Lys Gin Leu He Asp Leu Asp Leu 

120 12 5 

Glu Gly Thr Lys Val Ser Gly Thr Leu Pro Pro Glu Trp Ser Gly Met 

135 140 

Ala Lys Ala Glu Ala Leu Gin Leu Lys Tyr Cys Asp Leu Ser Gly Ser 

lb0 155 160 

Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ser Met Gin Lys Leu Arg lie Val Ser Leu 
165 170 175 

Ser Gly Asn His Phe Cys Gly Cys Val Pro Asp Ser Trp Arg Glu Lys 
1»° 185 190 

Asp Arg Leu Asp Val Thr lie Glu Glu Trp His Met Gly Glu Asp Cys 

Lys Leu Ala Asn Ala Cys Arg Pro Thr Ala Ala Pro Gly Thr Thr Thr 
* lKJ '15 220 
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Thr Asn Pro Pro Thr Thr Thr Gly Thr Pro Ala Ala Ser Ser Thr Pro 
225 230 235 240 

Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly Cys Glu Val Cys Glu Gly 
245 250 255 



Asp Ser Ala Ala Arg Cys Ala Arg Cys Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr 
260 265 270 



Asp Glu Lys Thr Cys Leu Ala Asn His Asp Gly Gly Val Ala Ala Ala 
275 " 280 285 



Ser Ser Gly Ala Val Ala Ala Ala Ala Val Trp Ala Ala Val Leu Leu 
290 " 295 300 



Ser Val Gly Leu Val Ala 
305 310 



<210> 9 
<211> 307 
<212> PRT 

<213> Leishmania amazonensis 
<400> 9 

Met Cys Val Arg lie Leu Val Cys Ala Ser Thr Arg Val Ala Pro Arg 
15 10 15 

Phe Ala Ala Arg Leu Arg Cys Gl y Cys His Ser Leu Trp Ala Arg Trp 
20 25 30 



Arg Val Ala Pro Gly Gly Ala Arg Ser Ala Gly Gly Gly Ser Ser Val 
35 40 45 



Phe Leu Tyr Phe Ser Val Pro Cys Cys Pro Pro Lys Lys Lys Lys Lys 
50 55 60 

Lys Lys He Gly Val Trp Met Gly Asp Val Asp Tyr Thr Gly Thr Leu 
65 70 75 80 



Pro Glu Met Pro Ala Ser Val Asp Tyr Lys Asp Val Met He Thr Glu 
85 90 95 



Leu Asn Phe Gly Ala Met Gly Gin Gly Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro 
100 105 110 
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Ser Trp Ser Ser Met Lys Gin Leu He Asp Leu Asp Leu Glu Gly Thr 
115 120 125 

Lys Val Ser Gly Thr Leu Pro Pro Glu Trp Ser Gly Met Ala Lys Ala 

135 140 

Glu Ala Leu Gin Leu Lys Tyr Cys Asp Leu Ser Gly Ser Leu Pro Pro 
145 150 155 160 

Ser Trp Ser Ser Met Gin Lys Leu Arg lie Val Ser Leu Ser Gly Asn 
16 5 170 175 

His Phe Cys Gly Cys Val Pro Asp Ser Trp Arg Glu Lys Asp Arg Leu 

Asp Val Thr He Glu Glu Trp His Met Gly Glu Asp Cys Lys Leu Ala 
j-ys 200 205 

Asn Ala Cys Arg Pro Thr Ala Ala Pro Gly Thr Thr Thr Thr Asn Pro 
* XK> 215 220 

Pro Thr Thr Thr Gly Thr. Pro Ala Ala Ser Ser Thr Pro Ser Pro Gly 

230 235 240 

Ser Gly Cys Glu Val Asp G iy Cys Glu Val Cys Glu Gly Asp Ser Ala 
245 2 50 255 

Ala Arg Cys Ala Arg Cys Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr Asp Glu Lys 
260 265 270 

Thr Cys Leu Ala Asn His Asp Gly Gly Val Ala Ala Ala Ser Ser Gly 
275 2 80 285 

Ala Val Ala Ala Ala Ala Val Trp Ala Ala Val Leu Leu Ser Val Gly 



300 



Leu Val Ala 
305 



<210> 10 

<211> 310 

<212> PRT 

<213> Leishmania amazonensis 
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<400> 10 

Met Gly Asp Val Asp Tyr Thr Gly Thr Leu Pro Glu Met Pro Ala Ser 
1 " " 5 10 15 



Val Asp Tyr Lys Asp Val Met lie Thr Glu Leu Asn Phe Ser Ala Met 
20 " 25 30 - 



Gly Gin Gly Leu Ser Gly Thr Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ser Leu Thr 
35 40 45 



Ser Leu lie Ser Leu Cys He Glu Lys Ser Glu Lys Val Thr Gly Thr 
50 55 60 



Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met Thr Ser Leu Asp Asn Leu Asn Leu 
65 70 75 80 



His Asp Thr Ala Val Ser Gly Thr Leu Pro Pro Glu Trp Ser Gly Met 
85 90 95 



Thr Ser Leu Asp Asp Leu Asn Leu His Asp Thr Ala Val Ser Gly Thr 
100 105 110 



Leu Pro Ala Gin Trp Ser Ser Met Lys Gin Leu He Asp Leu Asp Leu 
115 120 125 



Glu Gly Thr Lys Val Ser Gly Thr Leu Pro Pro Glu Trp Ser Gly Met 
130 135 140 



Ala Lys Ala Glu Ala Leu Gin Leu Lys Tyr Cys Asp Leu Ser Gly Ser 
145 150 155 160 



Leu Pro Pro Ser Trp Ser Ser Met Gin Lys Leu Arg He Val Ser Leu 
165 170 175 



Ser Gly Asn His Phe Cys Gly Cys Val Pro Asp Ser Trp Arg Glu Lys 
180 185 190 



Asp Arg Leu Asp Val Thr He Glu Glu Trp His Met Gly Glu Asp Cys 
195 200 205 



Lys Leu Ala Asn Ala Cys Arg Pro Thr Ala Ala Pro Gly Thr Thr Thr 
210 215 220 



Thr Asn Pro Pro Thr Thr Thr Gly Thr Pro Ala Ala Ser Ser Thr Pro 
225 230 235 240 



Ser Pro Gly Ser Gly Cys Glu Val Asp Gly Cys Glu Val Cys Glu Gly 
245 250 255 
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Asp Ser Ala Ala Arg Cys Ala Arg Cys Arg Glu Gly Tyr Ser Leu Thr 
260 265 270 

Asp Glu Lys Thr Cys Leu Ala Asn His Asp Gly Gly Val Ala Ala Ala 
275 280 285 

Ser otn Gly Ala Val Ala Ala Ala Ala Val Tr P Ala A la Val Leu Leu 
290 295 300 



Ser Val Gly Leu Val Ala 
305 310 
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ut.hsez un formulaire identinue et numTrotez chaque page en Indiqgg^ L jJLf* 

I mm 1HOL2MULLER 



I Prenoms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Philippe 



Grande Rue 



j Societe d'appartenance (facullalif) 



Nom 



Prenoms 



Adresse 



Rue 

Code postal et ville 



3456 0 
IRD 



| MONTPELLIER 



! Societe d'appartenance (facultalif) 
Nom 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



! Societe d'appartenance (faculta tif) 

DATE ET SIGNATURE(S) 
I DU (DES) DEIWANDEUR(S) 
| OU DU MANDATAIRE 

(Nom et qualite du signataire) 

Mandataire : ChantaJ PEAUCELLE 
92-1189 

Paris, le 25juin 2004 
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